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Vorrichtung und Verfahren zum Nachweis der Photosvuthese-Hemmmig 



Die Inhibiting der Photosynthese von Pflanzen durch herbizid wirksame Substaa- 
5 zen ist ein wichtiger Parameter fur die okotoxikologische Bewertung von Substanzen 
einerseits und fiir die Suche nach herbizid wirksamrai Substanzen in der Pflanzen- 
schutzforschung andererseits. Leistungsfahige Messtechniken fOr die rasche Er- 
fassung der Photosyntihiese-hemmQiden Wirkung besitzen daher bei der Okotoxikolo- 
gischen Bewertung von Substanzen und als Screeningverfahren fur die Suche nach 
10 neuen PflanzenschutzwiikstofBsn eine groBe Bedeutung. 

Zur PrOfimg auf Photosynthese-hemmende Wirkung sind verschiedene Tests sowohl 
an hoh^en Pflanzen wie auch an Mikroalgen bekannt. Die bekannten Messprinzipien 
beruhen dabei u. ai auf der ChlorophyU-Fluoreszenz oder auf der Messung der photo- 

15 synthetischen Sauerstofi^roduktion (B. Hock, C. Fedtke, R. R. Schmidt, Herbizide, 
Georg ThiCTie Verlag, 1995, 54 1 12-1 14; D. Merz, M. Geyer, D. A. Moss, H.-J. 
Ache, Fresenius J. Anal. Chem, 1996, 354: 299-305). Diese den Stand der Technik 
reprasentierenden Verfahren weisen durchweg Begrenzungen auf, die Hochdurch- 
satzmessungen, wie sie beim Wirkstoflfscreening durchgefxihrt werden, Miniaturisie- 

20 rungen z.B. Hochparallehsierung oder eine direkte Kopplungen mit analytischen 
Separationstechniken zur Wirkungsdetektion in StoJSgemischen nicht zulassen. 

Die Messung der ChlorophyU-Fluoreszenz ist als Standard- Verfahren zur Unter- 
suchung des Photosynthese-Prozesses etabliert Die hier angewendeten Verfahren 

25 arbeiten mit Fluorimetem, die wegen ihrer auf Sonden- oder Kuvetten-Messungen 
beruhenden Methodik ledigUch serielle Messungen zulassen und damit fur Hoch- 
durchsatz-Anwendimgen nicht geeignet sind Daruber hinaus lassen sich solche Ver- 
fahren auch nur schwer mioiaturisieren. Typische Instrumente fiir diese Technik 
werden u. a. von den nachfolgend genannten Herstellem angebotem ADC 

30 BioScientific Ltd., Hausatech lastruments, Heinz Walz GmBH, Qubit Systems Inc. 
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Beim DF-Algentest werden Wasserproben mit Griinalgeii versetzt und anschlieBend 
luTnmometrisch vermessen (Methoden der biologischen Wassenmtersaxchung, Band 
2: Biologische Gewasseruntersuchung, G. Fischer Verlag, 1999, Seite 386-388). 
Dabei wird zunachst die Abklingkinetik fOr die zeitverzegerte. LxunineszeDZ des 
5 Photosjoitiiese-Pigmentkomplexes enrdttelt Durch V^gleich mit der entsprechenden 
AblclingTdnetik fur eine unbelastete Referen2probe wild atif die Gegenwart von 
Photosynthtese-heminendeii Substanzen geschlossea. Dieses Verfehren kann Pioben 
lediglioh seriell bearbeiten und ist daher fSr Hochdurchsatzmessungeii nicht geeignet 

10 Eine weitere EinschrSnkung betriflft das fOr den DF-Algentest notwendige Proben- 
volumen, das bedingt durch die Dimensionierung der Messapparatur in der 
GroBenordnung von Millilitem liegt Eine Miniaturisierung ist mit diesem Verfehren 
nicht moglich- Weiterhin werden StofiFgemische, wie sie fiir reale Proben typisch 
sind, von diesem Verfahren lediglioh summarisch erfasst. Auf Grund moglicher 

15 Interaktionen zwischen den Probeninhaltsstoffen besteht das Risiko fiir falsch 
positive Resultate. 

Bekannt sind auch Tests an hoheren Pflanzen (siehe z.B. W. Bilger, U. Schreiber, M. 
Bock, Oecologia 102, 1995, S. 425-432) . Diese Tests machen eine Aussagea zur 
20 Photosynthese-Hemmung uber ein Fluoreszenz-Messverfehren. Auch hier stellt die 
Geometric der Testvorrichtung ein Hindemis fur die massive Parallelisierung und die 
Miniaturisierung dar. StofiTgemische konnen wiedra: nur summarisch beurteilt 
werden. 

25 In EP 588 139 Al wird ein Test fiir StoflFgemische beschrieben. Die biologische 
Wirkung der Substanzen in einem Stoffgemisch wird gepruft durch eine Kombina- 
tion von chromatographischer Auftreimung des StofTgemischs in die zu testenden 
Substanzen in chromatographische Zonen und einem anschlieBenden Test der biolo- 
gischen Waicung (Toxizitat) der einzelnen aufgetrennten Fraktionen. Bei dem Test 

30 der biologischen Wirkung warden die einzehien Fraktionen in Kontakt mit 
Leuchtmikroorganismen gebracht, die durch eine lokale Anderung ihrer Bio-. 
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lumineszenz an den einzelnen Fraktionen die biologische Wirkung dieser Fraktion 
anzeigen. 

Die Moglichkeit der ParallelisiOTing md MiniaturisiOTing von Wirkungstests wird in 
5 EP 1 043 582 A2 beschrieben. Nach dem in EP 1 043 582 A2 ofifenbarten Verfahren 
wird eine Sensorschicht eingesetzt, die aus einer difEusionskontroUierenden Matrix 
und darin suspeadiertea Wirkimgssensoren besteht. Beim Kontakt dieser Sensor- 
schicht mit Proben wird die biologische Aktivitat der PrQ&ubstanzen durdi optische 
Signale angezeigt. 

10 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Erfessung 
vonPhotosynthese-henunenden Substanzenbereitzustellen, das einen gegentiber dem 
Stand der Technik deutlich hSheren Probendurchsatz nnd eine iK^Gniaturisierung er- 
mSglicht 

15 

Die Losung der erfindungsgemaBeaa Aufgabe besteht in einem Verfahren zum 
Nachweis der Photosynthese-hemmenden Wirkung voh Substanzen enthaltend die 
Schritte 

20 - Bereitstellung von Zellen oder Zellteilen mit eiaem intakten Photosystem, 
Einbringen der Zellen oder der Zellteile in eine planare Schicht, 
Aufbringen der Prufsubstanz auf die planare . Schicht oder in die planare 
Schicht, 

Anregung der Limiineszenz der Zellen oder der Zellteile in der planaren 
25 Schicht durch eine Anregungslichtquelle, 

Messung der Lumineszenz der Zellen oder der Zellteile in der planaren 
Schicht mit einem Detektor 

Zuordnung des Detektorsignals zum Grad der Photosyntihese-Hemmung. 

30 Die Zellen konnen aus Algra, Mikroalgen, Bakterien insbesond^e Cyanobakterien 
mit einem Photosynfhesesystem, PflanzenzeUkulturea od^ Pflanzenhomogenisat 
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stammeiL Das Verfahren arbeitet auch mit Zelleiij die in ihrer Vitalitat geschadigt 
sind, solange ein intaktes Photosyston n ( PS H) vorliegt 

Die Zellen konnen auch aus selektiordertea Mutanten oder aus gentechnisch 
5 veranderten Organismeii stanuneii. 

Die planare Schicht ist vorzugsweise eine Gelsphicht Die plaiiare Schicht hat vor- 
. zagsweise eine Dicke im B^eich von 0,1 mm bis 10 mm Das Einbringen der Zellen 
Oder der Zellteile in eine planare Schicht kann durch Einbettung z.B. von GrfSnalgen 
10 in Agarose- oder Acrylatgele oder andere Gelbildner oder viskose Medien erfolgen. 

Das Aufbringen der PrOfsubstanz auf die planare Schicht oder in die planare Schicht 
erfolgt zum Beispiel mittels Spritzoitechniken oder durch Pin-Tools oder geeignete 
Drucktechniken (Jetsysteme etc.), bevorzugt in Form von Spots. 

15 

Bei der Lumineszeoz handelt es sich um Fluoreszenz md/oder Phosphoreszenz (zeit- 
verzogerte Luroiueszenz). Die Messung der Phosphoreszenz bietet im Vergleich zur 
Fluoreszenzmessung Vorteile, da kein Aufwand fur die Diskriminierung von An- 
regung md Emission entstehL Andererseits besitzt die Fluoreszenzmessung den Vor- 
20 teil groBerer Nachweisempfindlichkeit 

Als AnregxmgsUchtquelle eignen sich sowohl WeiBlichtqueUen, z3. Halogeolicht 
Oder LeuchtstofBrShren wie auch LichtqueUen, die in einem schmalen Spektralbe- 
reich emittieren, z.B- Leuchtdioden. Als Anregungslichtquelle kann auch Tageslicht 
25 dienen. Die Anregung kann kontinuierlich oder in einem gepulsten Modus (Puls- 
modulationstechnik) erfolgen. 

Die Detektion erfolgt mit Instrmnenten, die zu einer Abbildung der emittierten 
Lumineszenz im Wellenlangeubereich von > 680 nm mit hinreichender EmpfindUch- 
30 keit in der Lage sind (z.B. Vidicon-System, CCD-Kamera, Scanner, Phosphorimager, 
photographischer Fihn). 
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Es konnen auch zeitaufgeloste Lichtmessxingen gegebenenfalls zusammen mit ge- 
pulster ADregung und Korrelation von Anregung und Messung diirchgefuhft w^den. 

5 Unabhangig von der Anregungsbelichtung kann eine zosatzliche Beliclitung oder 
eine Dunkelphase zur Steuenmg der Photosyntheseaktivitat eingesetzt wird. 

Photosynthese-hemmende PrQfeubstanzen, die aiif oder in die eriSndungsgemaBe 
planare Schicht aufgebracht warden, beeinflussen das Lmnineszenzverhalten des 

10 Photosynfhese-Pigment-Komplexes. Anf die planare Schicht aufgegebene Spots von 
Photosynthese-Hemmem wie Atrazin lasseaa sich z.B. duich signifikante 
Schwachung der zeitverzdgerten Lumineszenz (Phosphoreszenz) mit Video-Imaging- 
verfehren etofach und fiir eine grofie Zahl von Spots gleichzeitig uber ihre Wirkung 
nachvreisen. Altemativ hieizu kann anch die verstarkte Fluoreszenz der Photo- 

15 pigmente bei Inhibiting des Photosynthesesystems n zur Abbildung d^ PS 11- 
aktiven Substanzspots dienm. 

Gegenstand der Erfindung ist weiteihin ein System zum Nachweis der Photo- 
synthese-hemmoaden Wirkung von Substanzen nach dem erfindungsgemaB.en Ver- 
20 fahren, enthaltend 

eine planare Schicht mit ZeUen oder Zellteilen mit einem intakten Photo- 
system, 

Mittel zum Aufbringen der Prufeubstanz auf die planare Schicht oder in die 
25 planare Schicht, 

Anregungslichtquelle zur Anregung der Lumineszenz der Zellen oder der 
Zellteile in der planaren Schicht, 

Detektor zur Messung der Lumineszenz der Zellen oder der ZeUteile in der 
planaren Schicht, 

30 - Auswertemittel zur Zuordnung des Detektorsignals zum Grad der Photo- 
synthese-Hemmung. 
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Die Mittel zum Aufbringen der Priifeubstanz auf die planare ScMcht oder in die 
planare Schicht kdnnen z.B. Spiitzeosysteme, Stahlnadeln CPiB-Tools) oder geeignete 
Dmckstempel sowie Jet-Systeme sein. 

5 

Die Auswertung kann visuell oder mittels geeigneter Bildverarbeitungstechniken er- 
folgea. 

Gegenstand der Erfindung ist weiteiiiin ein Teststreif^ oder Sensor-Chip zum 
10 Nachweis der Photosynthese-hemmenden Wirkung von Substanzen nach dem erfiba- 
dungsgemafien Veifahren enthaltend eine planare Schicht mil Zellen od^ ZeUteilen 
mit einem intakten Photosystmi, wobei nach dem Aufbringen der Prfi&ubstanz auf 
die planare Schicht oder in die planare Schicht, und nachfolgender Anregung der 
Lumineszenz der Zellen oder der Zellteile in der plan^en Schicht durch eine 
15 Anregungslichtquelle, und Messung der Lmnineszenz der Zellen oder der ZeUteile in 
der planareri Schicht mit eiuem Detektor, aus dem Detektorsignal der Grad der 
Photosynthese-Hemmung bestimmbar ist 

Die planare Schicht des Teststreifens oder Sensor-Chips besteht bevorzugt aus 
20 Gninalgen in Agarose- oder Acrylatgelen- Auf diese Weise lassen sich stabile Detek- 
tionsschichten herstellen, die ihre Funktion als Testsystem fur die Photosynthese- 
Hemmwirkung auch bei Lagerung ^ber ISngere Zeitraume beibehalten. 

Ein Vorteil des erfindungsgemaBen Vei&hrens ist eine hohe Miniaturisierung und 
25 Parallelisimmg des Nachweisverfahrms fur Photosynthese-hemmende Substanzen. 
Durch die Parallelisierung kann ein hohCT Probendurchsatz erzielt werden. Dinch die 
Miniatuiisierung kann ein erheblich geringerer Verbrauch an MateriaUen errdcht 
werden. 

30 Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist es mogUch, mehrere tausend Substanz- 
spots auf ein^ Flache von 9 cm * 12 cm aufeubringen und damit neben der ParaUeh- 
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sierung einen MmiatxmsiOTingsgrad von < 10 ng Priifsubstanz in weniger als 500 nl 
Testvolumen zu.erreichen. 

Die ortsauflosende WirlcungsCTfassung erlaubt es, Photosynthese-herDmende Sub- 
5 stanzen als Komponenten von Stofifgemisclien stonmgsjfrei in Dtumschichtchromato- 
grammCTi Oder Elektropherogrammen zu identifizieren, indem zunachst das Stoff- 
gCToisch einer chromatographischen oder elektrophoretischen Trennung auf einer 
D^niiscMchtchromatographieplatte oder einer Elektrophoreseschicht unterworfen 
wird nnd anschliefiend nach dem ^cfindungsgemaBen Verfahren gemafi Anspruch IS 
10 die Photosynliiese-hemmende Wiikung der Fraktionen untersucht wird. 

Die ortsauflosende Wiikungserfessung erlaubt es auch, Photosynthese-hemmende 
Substanzoa aof verschiedoie Qrte eines Tragers aufzugeben und Photosynthese- 
hemmende Wirkung dieser Spots mit dem erfindungsgemalJen Verfahren zu 
15 untersuchen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann in der WirkstoSforschung zur Optimierung 
von Photosynthese-Heramem eingesetzt werden. Ein weiteres Einsatzfeld bildet zum 
Beispiel die spezifische Messung der auf SchadstoflFe zuriickzufiihrenden herbiziden 
20 Aktivitat in Abwassem und Umweltproben. 
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Figuren und Beispiele 
Beispiel 1 

5 In Beispiel 1 wir4 nach dem erfindungsgemaJJen Verfahrent der spezifische Nachweis 
photosynthesehemmender Substanzen mittels induzierter Fluoreszenz in dem ocfin- 
dungsg^aBen Schichtsystem gezeigt 

Zur Detektion der Photosyathese-Hoimiwiikung wurde eine d^zine Agaroseschicht 
10 (ca. 4 mm Schichthohe), in, die Qriinalgen {Scenedesmus subspicatus) suspendiert 
worden waren, eingesetzL 

Die Griinalgea wurden fplgendermaBen angeziichtet: 

Aus einer Stammkonserve Scenedesmus subspicatus werden die Algen in dmsa 
15 sterilen 100 ml Erlenmeyerkolben, der 50 ml Anzucht-Mediimi enthalt ubCTimpft. 
AnschlieBend wird die Losung bei 23°C und bei 125 ipm in einem mit Leuchtstoflf- 
rohren ausgenisteten Klimaschrank unter Lichteinwirkung fiir 7 Tage inkubiert. 

Das Anzucht-Medixmi enthalt: 
20 58mg/l Natriumcarbonat 

496mg/l Natriunmitrat 

39mg/l Kaliumhydrogenphosphat 

75mg/l Magnesiuinsulfaflieptahydrat 

36mg/I Calcixunchloriddihydrat 
25 lOmgA Titriplexm 

3 mg/1 Zitronensaure 

und wird mit Hilfe von 1 N HCl bzw. 1 N NaOH anf pH 7,5 ± 0;2 eingestellt. Das 
Medi\mi wird vor Gebrauch bei 121°C fUr 20 mm autoklaviert. 
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HersteUung der Algenschicht: 

25 ml der Algensiispension (optische Dichte ca. 2 mAU) werden bei Temperaturen 
unter 40°C mit 15 ml 1 % Agarose MP-Losung (Boehiinger Maimheim GmbH Art 
Nr. 1388983) homogea gOTiischL Diese Suspension wird vor dem firkalten in eine 
5 Single Well-Platte (Nalge Ntmc, Omni Tray Single WeU 86 x 128 mm) gegeben. 
Dort bildet sich beim AbkQhlen eine Gelschicht mit gleichiSnnig suspendierten 
Algen aus. Diese Detektionsschicht kann sofort oder auch nach mehreren Woclien 
Lagerung zur Messmig der Photosyntiiese-Hemmwirlcung eingesetzt werden. 

1 0 Substanztransfer auf Detektionsschicht und hokubation: 

Fiir den CTfindungsgemaJJen paralleloi Wirkungstest wurden Testsubstanzen aus 
einer Ivlikrotiterplatte mit einem 96-fach Pintool (Nalge Nunc 96 Pin Replicator) auf 
die Algenschicht gestempelt Die Probenbelegung der Mikrotiterplatte (siehe Tabelle 
1) legt damit auch die Position der jeweiligen Substanz auf der Algenschicht Dabei 

15 lagen die Testsubstanzen in der Mikrotiterplatte als DMSO-Losung (100 ^Mol 
Substanz m 100 ^il je Well) vor. Mit dem Pin Tool wurden jeweils ca, 0,5 jil Probe- 
losung je Pin auf die Detektionsschicht ubertragen. Vor der Fluoreszenzmessung 
wurde die bestempelte Detektionsschicht bei Raunitemperatur fur 15 Minuten 
inkubiert. 



20 
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Tabelle 1: Parallele Detekdon der Wirkung von Substanzen durch 
Fluoreszenzimaging auf 96er-Mikrotiterplatte mit Algenschicht 



Position 


Substanz 


Wirkung 


Al 






Bl 


Glyphosat 




CI. 


Thidiazuron 




Dl 


Peadimefhalin 




El 


Fluazifop-P-butyl 




Fl 


ThifensulfuTDn-mefhyl 




Gl 


Quinmerac 




HI 


loxynil 




A2. 


MCPA 




B2 


Tebuthiviron 


X 


C2 


Diuron 


X 


D2 


Mefenacet 




E2 


Cyanazin 


X 


F2 


Oxadiazon 




G2 


Terbuthylazin 


X 


H2 


Diflufenican 




A3 


Dicamba 




B3 


Acifluoif»a 




C3 


Ametryn 


X 


D3 


Prometon 


X 


E3 


Prometryn 


X 


F3 


Sulfometirron-methyl 




G3 






H3 


Metribuzin 


X 


A4 


Pyrazolat 




B4 


Norflurazon 
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Position 


Substanz 


Wirkung 


C4 


LjnuFon 


X 


D4 


EPTC 




E4 


MetazacMor 


• 


F4 


Metamitron 


X 


G4 


Naproamid 




H4 


Bentazon 




A5 


Pyridat 




B5 


- 




C5 


Pretilachlor 




D5 


Sethoxydim 




E5 


Isoprbturon 


X 


F5 


Mcosulfuron 




G5 


Bromacil 


X 


H5 


Haloxyfop-P-methyl 




A6 


Pheimiedipham 


X 


B6 


Alachlor 




C6 


- 




D6 


Thiobeacarb 




E6 


Difenzoquat 




F6 


Imazapyr 




G6 


Metsulfuron-methyl 




H6 


Metolachlor 




A7 


Propanil 


X 


B7 


Clopyndid 




C7 


BmsulfuFon-methyl 




D7 






B7 


Atrazin 


X 


F7 




X 


G7 
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Position 


Substanz 


Wirkung 


H7 


Propyzaznid 




A8 


Quinchlorac 




B8 


Diqtutt 




C8 


Bifenox 




D8 


Gliifbsinat 




E8 


Butyiat 




F8 


Ethalfluralin 




G8 


Stilcotrione 




H8 . 


Tralkoxydim ' 




A9 


Amitrol 




B9 


- 




C9 


Butachlor 




D9 


Hexazinon 


X 


E9 


Alloxydim 




F9 


Chlorimuron-ethyl 




G9 


- 




H9 


Mecoprop 




AlO . . 


Fluometuron 


X 


BIO 


Fenoxaprop-P-etiiyl 




CIO 


Desmedipham 


X 


DIO 


Prirnisulfuron 




ElO 


Diallat 




FIO 


Asulam 




GIO 






HIO 


Bthofiunesat 




F12 


50 ng Metamitron 


Referenz PSn-Hemmimg 


G12 


125 ng Metamitron 


Referenz PSIE-Hemmung 


H12 


250 ng Metamitron 


Referenz PSII-Hemmung 



FPO4-0406-00HP Search Report(2005/3/8) 4/4 

wo 03/006684 



PCT/EP02/07057 



-13- 

Parallele Detektion der Wirkung durch Fluoreszenzimagmg: 

Zur Aufiiahme des Fluoreszenz-Bildes wurde ein Videoimaging System (Molecular 
Light Imager NightOWL von PerkinElmer Life Sciences) eingesetzt Fiir die 
5 Messimg wurde die Single Well-Platte auf einen Leuchttiscli plaziol, dessen WeiB- 
lichtquelle mit einem Filter (Omega 475 RDF 40) auf WellenlSngen unterhalb von 
475 nm begrenzt wurde. Zur selektiven Erfessung des Fluoreszenzlichts wurde das 
Kameraobjekdv noit einem Filter ausgertistet, d^ Licht ob^alb 680 nm passieren 
lasst (Andover P/N: 680FS 10-50). Die Fluoreszenzanregung imd die Kameraauf- 
10 nabme erfolgten simultan fur einen Zeifraum von 1 Sekunde. Die Auswertung des 
Fluoreszenzbildes erfolgte visuell am Bildschirm des Videoimagingsystems. Zur 
Dokumentation wurden TIFF-Files mit geeigneten GrafilcprogramuDaien formatiert und 
beschriftet (Adobe Photoshop 5.0, MS Powerpoint 97). 

15 Ergebnisse: 

Das Fluoreszenz-Image zeigt 22 helle Spots (siehe Figur 1). Die dort deponierten 
Substanzen bewirken auf Grund ihrer Wechselwirkung mit dem Photosystem eine 
Steigerung der Fluoreszenz. Auf den Positionen F12,G12, H12! war als Referenz- 
substanz Metamitron, ein bekannter Photosynthesehemmer, mit den Mengen 50 ng, 
20 125 ng und 250 ng axifgetragen worden. AUe in diesem Parallelassay aufgefallenoi 
Substanzen und in Tabelle 1 mit X gekennzeichneten Substanzen sind als Hemm- 
stoffe des Photosystems n bekannt. 

Beispiel 2 

25 

In Beispiel 2 wird nach dem erfindimgsgemaBen VCTfahren der spezifische Nachweis 
photosynthesehemm^der Substanzen mittels Phosphoreszenz in dem erfindungsge- 
mafien Schichtsystem gezeigt. 

30 Die Algenschicht wurde analog Beispiel 1 hergestellt 
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Es wurden die gleichen Testsubstanzen wie in Beispiel 1 und in identischer 
Positionierung auf die Algenschicht aufgebracht Die Inkubation CTfolgte ebenfalls 
fur IS Minuten. 

5 Parallele Detektion der Wirkung diirch Phosphoreszenzimaging: 

• Zur Aiifhahnie des Phosphoreszenz-Bildes wurde ein- Videoimaging System 
Molecular Light Imager NightOWL von PerkinElmer Life Sciences) eingesetzt. Fiir 
die Messimg wurde die NUNC-Platte auf einen Leuchttisch plaziert, d^ mit einer 
WeiBlichtquelle ausgerOstet war. Zur Bfassung des Phosphoreszenzlichts wurden 

10 keine Filta: vor dem Kameraobjektiv eingesetzt. Zur Phosphoreszenzanregung wurde 
die Algenschicht fur 90 Sekunden beUchtet Nach einer Wartezeit von 15 Sekunden 
erfolgte die Kameraaufhahme mit einer AufioLahmezeit von 30 Sekunden. Die' 
Auswertung des Phosphoreszenzbildes erfolgte visuell am Bildschirm des 
Videoimagingsystems. Zur Dokumentation wurden TIFF-Files mit geeigneten 

15 Grafikprogrammen formatiert und beschriftet (Adobe Photoshop 5.0, MS Poweipoint 
97). 

Ergebrdsse: 

Das Phosphoreszenz-Image zeigt 22 dimkle Spots (siehe Figur 2). Die dort 
20 dq)onierten Substanzen bewkken auf Grund ihrer Wechselwirkung mit dem Photo- 
system ein rascheres Abkhngen der Phosphoreszenz. Auf dm Positionen F12,G12, 
H12 war als Referenzsubstanz Metamitron, ein bekannter Photos3nathesehemmer, mit 
dm Mengen 50 ng, 125 ng und 250 ng aufgetragen worden. Die Resultate stimmen 
gut mit den Ergebnissen des Fluoreszenzimagings uberein (siehe auch Beispiel 1). 
25 AUe in diesem Parallelassay aufge&Uenen Substanzen sind als Hemmstoffe des 
Photosystems n bekannt 
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Patentanspriiche 

1. VerjBahren zum Nachweis der Photosynthese-heinmeQdeii Wirkung von Sub- 
stanzen enthialtend die Schritte 

5 

Bardtstellung von Zellea oder Zellteilen mit einem intakten Photo- 
S3^tem, 

Einbringea der Zellen oder der Zellteile in eine planare Schicht, 
Aufbringen der Pm&ubstanz auf die planare Schicht oder in die 

10 planare Schicht, 

Anregung der Lumineszenz der Zellen oder der Zellteile in der 
planaren Schicht durch eine Anregungshchtquelle, 
Messung der Lumineszenz dCT Zellen oder der Zellteile in der 
planaren Schicht mit einem Detektor und 

15 - Zuordnung des Detektorsignals zum Grad der Photosynthese- 

Hemmimg. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen aus 
Algen, Mifcroalgen, Cyanobakterien, anderen Bakterien mit einem Photo- 

20 synthesesystem, Pflanzenzellkulturen, Pflanzenhomogenisat, selektionierten 

Mutanten oder aus gentechnisch veranderten Organismen stammen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekeonzeichnet, dass es sich bei 
den Zellen um avitale ZeUen handelt, bei dmen das Photosynthese Il-System 

25 noch intakt ist. 

4. Verfehren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass • 
die Matrix der planaren Schicht bevorzugt aus Agarose oder Acrylat, oder 
anderCTL Gelbildnem oder anderen viskosen Medien besteht. 

30 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
; die planare Schicht eiiie Dicke im Bereicli von 0,1 mm bis 10 mm hat 

6. Ver&hren nach einem der Aosprtiche 1 bis 5, dadurch gekemizeichnet, dass 
S das Einbringen der Zellea oder der Zellteile in die planare Schicht durch Ein- 

bettung von GrOnalgen in Agarose erfolgt 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Aufbringen der PrQfsubstanz auf die planare Schicht oder in die planare 

10 Schicht durch Pin-Tools, Spritzensyst^e oder geeignete Drucktechniken in 

Form von Spots erfolgt 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekermzeichnet, dass 
es sich bei der Lmnineszenz um Fluoreszenz nnd/oder Phosphoreszenz 

15 handelt 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Anregungslichtquelle eine WeiBhchtquelle oder aber etae LichtqueUe mit 
enger spektraler Verteilung (z.B. Leuchtdioden) darstellt und fur die konti- 

20 nuierhche Anregung und/oder fur Prdsmoduladonstechniken eingesetzt wird. 

10. V^ahren nach Anspmch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Anregungs- 
Uchtquelle Tageslicht ist. 

25 11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekmnzeichnet, dass 
der Detektor auch in einem Wellenlangenbereich von > 680 nm empfindlich 
ist und bildgebende Eigenschaften hat 



12. 

30 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekermzeichnet, dass 
als Detektor z.B. ein Vidicon-System, eine CCD-Kamera, ein Scamer, ein 
Phosphorimager oder ein photogr^hischa: Film eingesetzt wird* 
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13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichiiet, dass 
zeitaufgeloste Lichtmessungen gegebenenfeUs zusammen mit gepulster An- 
regung und Korrelation von Amegung und Messimg durchgefOhrt werdea. 

5 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass 
unabhangig von der AnregungsbeUchtung eine zusatzliche Belichtung oder 
eine Dunkelphase zur Steuerung der Photosynfheseaktivitat eingesetzt wird. 

10 15. Verfahren zum Nachweis der Photosynfhese-hemmenden Wirkung von 
Substanzen enfhaltend die Schritte 

Bereitstellung von Zellen oder Zellteilen mit einem intakten Photosystem, 
Bereitstellung einer Diinnschichtchromatographieplatte oder einer Elektro- 
15 phoreseschicht oder eines anderen Tragers mit darauf deponierten 

Substanzzonen, 

Einbringen dex Zellen oder der Zellteile in eine planare Schicht, 
Anfbringen der planaren Schicht mit den Zellen oder Zellteilen auf die 
bereitgestellte Dunnschichtchromatographieplatte oder Elektrophoreseschicht 
20 Oder den anderen Trager, 

Anregung der Lumineszeoz der Zellen oder der Zellteile in der planaren 
Schicht durch eine Anregungslichtquelle, 

Messung der Linnineszenz der Zellen oder der Zellteile in der planaren 
Schicht mit einem Detektor und 
25 - Zuordnung des Detektorsignals zum Grad der Photosynfhese-Hemmung. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Substanzzonen durch chromatographische oder elektrophoretische Trennung 
erzeugt worden sind, 

30 
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17. System zum Nachweis der PhotosynHiese-lieiimiendeii Wirkung von 
Substanzen, enfhaltend 

eine planare Schicht mit Zellen oder Zellteilen mit einem intakten 
Photosystem, 

Mittel zum Aufbringen der Priifeubstanz auf die planare Schicht od^ in die 
planare Schicht oder auf einen Trager, der die planare Schicht trSgt, 
Anregungslichtquelle zur Anregung der Lumineszenz der Zellen oder der 
Zellteile in der planaren Schicht, 

Detektor zur Messung der Lumineszenz der Zellen oder der Zellteile in der 
planaren Schicht, 

Auswertemittel zur Zuordnung des Detektorsignals zum Grad der 
Photosynthese-Hemmung. 

15 18. System nach Anspruch 17, dadnrch gekennzeichnet, dass das Mittel zum 
Aufbringen der Priifeubstanz axif die planare Schicht oder in die planare 
Schicht oder auf deai Trager der planaren Schicht ein Spritzensystem, eia Pin- 
Tool Oder ein geeigneter Druckstempel sowie ein Jet-System sein kaon. 

20 19. System nach Anspruch 17 oder 1 8, dadurch gekennzeichnet, dass als Detektor 
Z.B. ein Vidicon-System, eine CCD-Kamera, ein Scanner, ein Phosphor- 
imager oder ein phbtographischer Film eingesetzt wird. 

20. System nach einem der AosprQche 17 bis 19, dadm-ch gekennzeichnet, dass 
25 die Auswertung mittels Bildverarbeitung oder visuell erfolgt 

21. System nach einem der Aospruche 17 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass 
sich der Trager fiir die planare Schicht eine 
DOimschichtchromatogr^hieplatte oder einer Elektrophoreseschicht mit 

30 darauf dq)onierten Snbstanzzonen ist. 



FP04-0406-00HP Search Report(2005/3/8) 4/4 

wo 03/006684 



PCT/EP02/07057 



-19- 

22. Teststreifei oder Sensor-Chip zum Nachweis der PhotosyntJiese-heinmenden 
Wirkung von Substanzen entiialtend eine planare Schicht mit Zellen oder 
Zellteilen mit einem intakten Photosystem, wobei nach dem Aufbringen der 
Prufeubstanz auf den Teststreifen oder Sensor-Qiip, und nachfolgender 

5 Amegung der Lumineszenz der Zellm oder der Zellteile in der planaren 

Schicht duich eine Anregungslichtquelle, und Messung der Lumineszenz d& 
Zellen od^ der Zellteile in der planaren Schicht mit einem Detektor, aus dem 
Detektorsignal der Grad dear Photosynthese-Hemmung dss: Prufeubstanz 
bestinombar ist 

10 

23. " Teststreifen oder Sensor-Chips nach Anspruch 22, dadurch gekemizeichnet, 

dass die planare Schicht des Teststreifen oder Sensor-Chips aus GriJnalgen in 
Agarose- oder Acrylatgelen oder anderen Gelmatrices oder viskosen L6- 
sungen besteht 



24. 



Teststreifen oder Sensor-Chips nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich bei den Zellen um avitale Zellen handelt, bei denen das 
Photosynthese H-System noch intakt ist. 
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